





















Gender differences in prevalence of psychiatric disorders such as depression 
has been known in clinical populations, however its detailed mechanisms remain 
unsolved. The present study elucidated the possible involvement of the median raphe 
nucleus (MRN)-hippocampus 5-HTergic system via 5-HT1A receptors in gender 
difference underlying emotional regulation, focusing on the synaptic plasticity in rats. 
Behavioral study using elevated plus maze (EPM) and contextual fear conditioning 
(CFC) paradigm showed that 5-HTergic lesion in males and intact females produced 
low-anxiety like behavior. The extracellular 5-HT and GABA levels in the 
hippocampus were increased by CFC in males, but not in females. The long-term 
potentiation (LTP) in the hippocampal CA1 field was suppressed following CFC in 
males, which was mimicked by the synaptic response to electrical stimulation of the 
MRN. 5-HT positive cells in the MRN significantly increased in female compared with 
males. In addition, 5-HT contents in the hippocampus and MRN significantly increased 
in female compared with males. Pretreatment of 5-HT1A receptor agonists, tandospirone 
(10 mg/kg, i.p.) and 8-OH-DPAT (3 mg/kg, i.p.) significantly suppressed LTP induction 
in males. Tandospirone-induced LTP suppression was reversed by pretreatment with 
WAY-100135. The synaptic responses to CFC and 5-HT1A receptor interventions were 
not observed in females. Ovariectomy at 3 postnatal weeks, but not at 8 weeks old, 
produced an inclination to anxiety during CFC in adulthood. These results suggest that 
the metaplastic 5-HTergic mechanism via 5-HT1A receptors in the MRN-hippocampus 
pathway is a key component for gender-specific emotional regulation. In addition, 
gonadal hormones may have critical roles for the gender difference in behavioral and 
synaptic responses to emotional stress. These facts may be causable for psychiatric 
disorders based on vulnerability or resistance to fear stress. To further clarify the 
5-HTergic mechanisms underlying gender-specific emotional regulation may provide 
insights into better understanding the pathogenesis of psychiatric disorders and the 
development of novel therapeutic strategies.  
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aCSF: artificial cerebrospinal fluid 
ACTH: adrenocorticotrophic hormone 
ANOVA: analysis of variance 
AUC: area under the curve 
BDNF: brain-derived neurotrophic factor 
BLA: basolateral nucleus of the amygdala 
CA: cornu ammonis 
CeA: central nucleus of the amygdala 
CFC: contextual fear conditioning 
CRH: corticotropin-releasing hormone 
CS: conditioned stimulus 
DA: dopamine 
DRD: dorsal raphe nucleus dorsal parts 
DRL: dorsal raphe nucleus lateral wings 
DRN: dorsal raphe nucleus 
DRV: dorsal raphe nucleus ventral parts 
DSM: diagnostic and statistical manual of mental disorders  
EPM: elevated plus maze 
FS: footshock 
FS-box: footshock-box 
GABA: γ-aminobutyric acid 
HPA axis: hypothalamic-pituitary-adrenal axis 
HPLC-ECD: high-performance liquid chromatography with electrochemical detection  
HPLC-FLD: high-performance liquid chromatography with fluorescent detection 
LTP: long-term potentiation 
mPFC: medial prefrontal cortex 




PAG: periaqueductal gray matter 
PB: phosphate buffer 
PBS: phosphate buffer saline 
PBST: phosphate buffer saline triton-X 
PET: positron emission tomography 
PSA: population spike amplitudes 
PTSD: posttraumatic stress disorder 
SNRI: serotonin-noradrenaline reuptake inhibitor 
SSRI: selective serotonin reuptake inhibitor 
Tetanus: high-frequency stimulation 
US: unconditioned stimulus 
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分障害が多く，9,10) 心的外傷後ストレス障害 (posttraumatic stress disorder: 
PTSD) も男性に比べて罹患率が高いことが知られている．11-13) さらに，女






と統計の手引き (diagnostic and statistical manual of mental disorders: DSM)」








ニン (serotonin, 5-hydroxytryptamine: 5-HT) が重要な役割を担っている．14,15) 
例えば，選択的 5-HT 再取込み阻害薬 (selective serotonin reuptake inhibitor: 
SSRI) や 5-HT-ノルアドレナリン再取込み阻害薬  (serotonin-noradrenaline 




存在する 5-HT 受容体サブタイプのうち，  5-HT1A 受容体が関与しているこ



































Fig.1. Anxiety and Fear 
 
乳頭体と視床前核，帯状回，海馬体から構成されるパペッツ回路はエピソ















海馬はアンモン角 (cornu ammonis) とも呼ばれ，大小錐体細胞からなる領
域がある．小錐体細胞領域は CA1，大錐体細胞領域は CA2～CA4 に区分さ
れる．ラットの海馬大錐体細胞領域は CA1 側から歯状回側に向けて CA2，
CA3a,b,c に区分される．CA4 は霊長類やネコで顕著だが，げっ歯類ではみ
られない．海馬のシナプス伝達効率は海馬の機能を表す指標の一つであり，
特に海馬 CA1 領域のシナプス可塑性である長期増強 (long-term potentiation: 
LTP) は，記憶・学習の電気生理学的基盤と考えられている．32,33) 情動神経
回路の一部である海馬においては，不安・恐怖などの情動ストレスにより，
LTP の形成が抑制される．34) さらに，PTSD の病態メカニズムについては，




を獲得してから，情動ストレス応答を示すまでの概要を Fig.2 に示す． 
 
 
Fig.2. Emotional Responses Based on Context-dependent Fear 





扁桃体中心角 (central nucleus of the amygdala: CeA) を経て，中脳水道周囲灰













作動性神経を投射している背側縫線核 (dorsal raphe nucleus: DRN) と海馬










































 本 論 
 












(elevated plus maze: EPM) 試験がある．また，記憶に基づく不安の評価法と








ている．また，各アームへの総進入回数 (total arm entries) を計測すること
によって，行動量評価に用いる．一方，CFC 試験とは，情動ストレス応答
を 引 き 起 こ す 条 件 刺 激  (conditioned stimulus: CS) と 無 条 件 刺 激 




り (cue) が用いられることが多いが，40,41) 恐怖の想起には文脈が重要であ
るとの臨床的視点から，足蹠電撃ショック箱 (footshock-box: FS-box) および
FS-box が置かれている環境を条件刺激として，げっ歯類特有の不安関連行
動とされているすくみ行動を評価した．さらに，情動ストレス応答の性差に
おける 5-HT 作動性神経系の関与について，正中縫線核-海馬 5-HT 作動性神
経系に着目して，5-HT 作動性神経擾乱ラットを用い，行動学的検討を行っ
た．また，海馬には 5-HT 作動性神経のみならずグルタミン酸や GABA 作動
性神経も高密度に分布しており，これらの神経アミノ酸も情動応答に関わっ
ている可能性がある．さらに 5-HT 作動性神経は 5-HT 受容体を介してグル
タミン酸ならびに GABA 遊離量を促進的あるいは抑制的に調節しているこ
とが知られている．42-46) そこで本章では，情動ストレス曝露中の海馬 CA1














第 1 節 実験方法 
 
1 実験動物および飼育条件 
三共ラボサービス (東京) から購入した雌雄ウィスターST ラットを
自家繁殖し，成熟後 (11～14 週齢) 実験に用いた．母子分離の影響をさ
けるために，生後 28 日目に離乳した．離乳後，雌雄に分け，1 ケージ
に 3～4 匹ずつ，室温 22 ± 2 ℃，12 時間毎の明暗サイクル (明期: 8:00






2 – 1 化学的破壊 
雄性ラットをデシプラミン (25 mg/kg, i.p.) (Sigma, MO, USA) で 30
分処置後，ペントバルビタール (60 mg/kg, i.p.) (共立製薬, 東京) 麻酔
下 に て 5-HT 神 経 毒 で あ る 5,7- ジ ヒ ド ロ キ シ ト リ プ タ ミ ン 
(5,7-dihydroxytryptamine: 5,7-DHT, 150 μg/rat, 10 μl) (Sigma, MO, USA) 
を側脳室内 (ブレグマより尾側: 0.8 mm，正中より側方: 1.4 mm，深さ: 
3.3 mm) に投与し，2 週間後に実験に用いた.偽処置群には，デシプラミ
ン投与後，人工脳脊髄液 (artificial cerebrospinal fluid: aCSF, KCl 27 mM, 
NaCl 140 mM, NaH2PO4 0.3 mM, Na2HPO4 1.7 mM, CaCl2 1.2 mM, MgCl2 1 
mM, pH 7.2) 10 μl を側脳室内投与した (Fig.3A)． 
2 – 2 電気的破壊 
雄性ラットをペントバルビタール (60 mg/kg, i.p.) (共立製薬, 東京) 
で麻酔し，正中縫線核 (ブレグマより尾側: 10.3 mm, 正中より側方: 0.1 
mm, 深さ: 8.3 mm, 後方角度: 18°) に双極電極を挿入した．直流電流 










Fig.3. Chemical or Electric Lesions of the 5-HTergic Neuron in Male 
Rats 
(A) Chemical lesion: 5-HT neurotoxin 5,7-DHT (150 µg/rat) was 
intracerebro-ventricularly (i.c.v.) injected under anesthesia. (B) Electrolytic 
lesion of the raphe nuclei: A stimulating electrode was inserted into the 
median raphe nucleus (MRN) or the dorsal raphe nucleus (DRN) through a 
hole drilled in the skull under anesthesia. Electric lesions were made by 
application of a direct current of 300 μA for 10 sec. 
 
3 行動学的検討 
3 – 1 高架式十字迷路 (elevated plus maze: EPM) 試験 
実験に用いた装置は高さ 40 cm の壁に囲まれたエンクローズドアー
ムと壁のないオープンアームからなり，各アームは幅 10 cm，長さ 50 cm
で，床面から 50 cm の高さに設置されている (Fig. 4)．エンクローズド




けてプラットフォーム上に置き 200 lux の照明強度の下，10 分間ビデオ




Fig.4. Elevated Plus Maze (EPM) Test 
The equipment of EPM consisted of two open arms (width: 10 cm, length: 
50 cm) and two enclosed arms (width: 10 cm, length: 50 cm, wall height: 
40 cm) with a central platform (10 cm × 10 cm). The maze was elevated 
50 cm from the floor. A rat under anxiety state does not generally enter the 
open arm (A), whereas a rat under low anxiety state frequently stays on the 
open arm (B), as indicated by behavioural trace.  
 
3 – 2 文脈的恐怖条件付け (contextual fear conditioning: CFC) 試験 
ラットに足蹠電気刺激 (footshock: FS) を負荷するため FS-box (アクリ
ル製，幅:50 cm，奥行き:16 cm，高さ:25 cm) に入れ，5 分間環境に馴化
させた後，FS (刺激強度: 1 mA，刺激時間: 2 秒，刺激間隔: 30 秒，刺激
回数: 5 回) を与えた．FS は電撃式ストレス実験装置 (SS-1，日本光電, 東
京) を用いて，床面に組み込まれたスチール製グリッド (幅: 3 mm，間隔: 
1 cm) を介して行った (Fig. 5)．げっ歯類特有の不安・恐怖関連行動と考
えられている「すくみ行動 (freezing)」を指標として行動解析を行った．
すくみ行動の有無は，呼吸に関する骨格筋とひげの動き以外の行動が認
められない状態が 5 秒間持続した場合にすくみ行動 (+) とし，すくみ行
動発現率は 5 秒毎に計測した値を百分率換算して求めた．FS 負荷直後か
ら 5 分間を Post FS (acquisition period)，FS 負荷 24 時間後に FS を与えず





Fig.5. Experimental Protocol of Contextual Fear Conditioning (CFC) 
Paradigm 
A rat was acclimatized in the footshock (FS)-box for 5 min, and received FS 
stimuli (shock intensity 1 mA, 2 sec, 5 times). After FS stimuli, a rat 
remained FS-box for 5 min and measured freezing behavior (acquisition). 
Twenty-four hours after FS stimuli, a rat was re-exposed in the FS-box 
without FS stimuli for 15 min and freezing behavior was measured (CFC: 
retention).  
 
4 神経化学的検討 (脳内微小透析法) 
ペントバルビタール (60 mg/kg, i.p.) (共立製薬, 東京) 麻酔下で，ブ
レグマとラムダが水平になるように脳定位固定装置 (SR-6R，成茂科学
器械研究所, 東京) に固定し, マイクロダイアリシス用ガイドカニュー
レ (AG-4，エイコム, 京都) を右方海馬 CA1 領域 (ブレグマより尾側: 
5.0 mm，正中より側方: 3.5 mm，深さ: 2.0 mm) に挿入した．ビスを頭
蓋骨にアンカーとして埋め込み，超速硬常温重合レジン (ジーシーユニ
ファスト II, ジーシー, 東京) にて固定した．約 1 週間の術後回復期間
の後，Fig.5 に示した CFC 試験のプロトコールにしたがい FS を負荷し
た. FS 負荷の翌日，ガイドカニューレを介して海馬 CA1 領域にマイク
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ロダイアリシス用プローブ (A-I-4-02, エイコム, 京都) を挿入した．ガ
スタイトシリンジ (#1002，Hamilton Co., NV, USA) に充填した人工脳
脊髄液をシリンジポンプ  (ESP-64, エイコム, 京都) を用いて流速 2.0 
μl/min で灌流し, 基礎値が安定した後，20 分間隔でサンプリングを行っ
た. サンプリング開始 60 分後にラットを FS box に 30 分間再曝露した 
(CFC)．その後，ホームケージに戻し 90 分間サンプリングを継続した．
得られた透析液は 5-HT 測定用とグルタミン酸/GABA 測定用に分け，
5-HT 測定用透析液は直ちに電気化学検出器付き高速液体クロマトグラ
フィー (HPLC-ECD) を用いて定量した．分析のための機器および分析
条件を Table 1 に示す． 
 
Table 1. Analytical Conditions for Determination of Extracellular 5-HT 
Levels 
HPLC EP-300 (Eicom, Kyoto, Japan) 
ECD ECD-300 (Eicom, Kyoto, Japan) 
Column Eicompack PP-ODS (Eicom, Kyoto, Japan) 
Mobile phase 0.1 M sodium dihydrogenphosphate/ 
0.1 M disodium hydrogenphosphate buffer (pH 6.0) 
1% (v/v) methanol   
50 mg/l EDTA･2Na  
500 mg/l sodium 1-decanesulfonate  
Flow rate 0.5 ml/min 
Column temperature 25 ℃ 











分析のための機器および分析条件を Table 2 に示す． 
 
Table 2. Analytical Conditions for Determination of Extracellular 
Glutamate and GABA levels 
HPLC EP-300 (Eicom, Kyoto, Japan) 
FLD FLD-370 (Eicom, Kyoto, Japan) 
Column Eicompack MA-5ODS (Eicom, Kyoto, Japan) 
Pre-column CA-ODS ø 3.0 × 4.0 mm (Eicom, Kyoto, Japan) 
Mobile phase 0.1 M sodium dihydrogenphosphate/ 
0.1 M disodium hydrogenphosphate buffer (pH 6.0) 
30% (v/v) methanol  
5 mg/l EDTA-2Na 
Derivatization reagent 20 mM o-phthaldialdehyde-2-mercaptoethanol 
Reaction temperature 10 ℃ 
Reaction time 2.5 min 
Flow rate 0.65 ml/min 
Column temperature 30 ℃ 
Emission wavelength 445 nm 
Excitation wavelength 340 nm 
 
5 組織学的検討 
5 – 1  セロトニン陽性細胞の計測  
5 – 1 – (1) 灌流固定および冠状切片作製 
ペントバルビタール (60 mg/kg, i.p.) (共立製薬, 東京) で深麻酔後に
開胸し，生理食塩水を左心室から灌流して脱血した．次に 4% パラホ
ルムアルデヒド含有 0.1 M リン酸緩衝液 (PB) (pH 7.2) を灌流して脱
脳した．脳を一晩，同液で固定後，冷暗所にて 30% スクロース含有 PB
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に置換し，ティシュー・テック OCT コンパウンド (サクラファインテ
ックジャパン, 東京) に包埋して-80 ℃で保存した．クライオスタット 
(HM 300, Leica, Nussloch, Germany) を用いて厚さ30 μmの冠状断切片を作製
し，0.01% アジ化ナトリウム含有 0.1M リン酸緩衝生理食塩水 (PBS) にて，
4 ℃で保存した． 






ヤギ正常血清 (Histofine, ニチレイバイオサイエンス, 東京) 含有PBで
ブロッキング処理を60分間行った . 1次抗体としてウサギ抗5-HT抗体 
(1:500, Zymed Laboatories Inc., CA, USA) を一晩反応させた．PBSTにて
洗浄後， 2次抗体としてビオチン標識ヤギ抗ウサギ抗体  (Vector 
Laboratories, CA, USA) を60分間反応させた．さらにPBSTによる洗浄後，
ABC ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 試 薬  (Vectastain Elite ABC Kit, Vector 
Laboratories, CA, USA) を60分間反応させた．次に，DAB基質キット 
(Vector Laboratories, CA, USA) を用いて0.05% 3,3'-ジアミノベンチジン 
(DAB), 0.6% 硫酸ニッケル溶液, および0.01% 過酸化水素含有50 mM 
トリス塩酸緩衝液 (pH 7.6) を加え，5-HT陽性細胞を可視化した．PBST
で洗浄後，切片をスライドガラスに貼り付けて風乾させた．最後にエン
テランニュー (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) を用いて封入した． 
5 – 1 – (3) セロトニン陽性細胞の計測 
免疫ペルオキダーゼ染色法 47) を用いて計測を行った. 免疫染色後，
Shikanai ら 48) の方法にて 5-HT 陽性細胞数を計測した．測定画像は光
学顕微鏡  (BX50, オリンパス , 東京 ) および撮影装置  (MCID system: 
InterFocus Imaging Ltd., Cambridgeshire, UK) に接続した CCD カメラ 
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(CCD-IRIS, ソニー, 東京) でデジタル方式にて記録した．ブレグマから
尾側: 7.8 mm の冠状断切片を中心に前後 30 µm ごとに，正中縫線核と 
背側縫線核の背側部 (dorsal raphe nucleus dorsal parts: DRD)，腹側部 
(dorsal raphe nucleus ventral parts: DRV) ならびに lateral wing 部 (dorsal 
raphe nucleus lateral wings: DRL) に分け，各部位において 5-HT 陽性細
胞数の測定を 3 回ずつ行い, その平均値を求めた． 
5 – 2 組織内神経伝達物質の定量  
ペントバルビタール (60 mg/kg, i.p.) (共立製薬, 東京) で麻酔後，断
頭および脱脳して，正中縫線核, 背側縫線核および海馬に分画し，分析
まで-80 ℃で凍結保存した．サンプルに人工脳脊髄液を加えて超音波破
砕した後，0.2 M 過塩素酸を加えて除タンパクし遠心分離 (10,000 rpm，
10 分，-2℃) した．上清を採取し 1 M 酢酸ナトリウム 20 μl を加えて pH 
3 に調整し, 再び遠心分離して得られた上清を HPLC-ECD にて分析した．
分析のための機器および分析条件を Table 3 に示す． 
 
Table 3. Analytical Conditions for Determination of Monoamine 
Contents 
HPLC EP-300 (Eicom, Kyoto, Japan) 
ECD ECD-300 (Eicom, Kyoto, Japan) 
Column Eicompack SC-5ODS (Eicom, Kyoto, Japan) 
Pre-column PREPAK ø 4.0 × 5.0 mm (Eicom, Kyoto, Japan) 
Mobile phase 0.1 M sodium acetate/0.1 M citric acid buffer (pH 3.5) 
17% (v/v) methanol  
190 mg/l sodium 1-octanesulfonate   
5 mg/l EDTA-2Na 
Flow rate 0.5 ml/min 
Column temperature 25 ℃ 




結果は全て平均値 ± 標準誤差 (mean ± SEM) で表した．脳内微小透
析法を用いた透析液中 5-HT およびグルタミン酸/GABA の経時的変化
は, CFC 直前の基礎値を 100%として百分率で表した．また CFC 開始直
後からの 60 分間の変化を曲線下面積 (area under the curve: AUC: %･
min/1000) で算出し，統計学的に評価した．  
2 群間の比較については Student’s t-test あるいは Mann-Whitney U-test
により，多群間については一元配置分散分析 (one-way ANOVA) または
二元配置分散分析  (two-way ANOVA) を行った．多重比較には，
Bonferroni post hoc tests あるいは Dunnett post hoc tests を用いて検定し







第 2 節 実験結果 
 
1 行動学的検討 
1 – 1 高架式十字迷路 (elevated plus maze: EPM) 試験 
1 – 1 – (1)  EPM 試験における情動ストレス応答の性差 
EPM 試験を用いて生得的な恐怖に対する情動ストレス応答の性差に







Fig.6. Behavioral Responses to Fear Stress using EPM Test in Male 
and Female Rats 
(A) Each column shows the count of total arm entries consisting of enclosed 
and open arm entries. (B) Each column shows the % of open arm entries. 
Fear-related behavior was assessed by measurement of open arm entries. 
Data are expressed the mean ± SEM. The numbers of rats tested are shown 





1 – 1 – (2)  EPM 試験における情動ストレス応答へのセロトニン作動性 
神経擾乱の影響 
生得的な恐怖に対する情動応答における 5-HT作動性神経の調節的役
割を検討するため，5-HT 作動性神経擾乱ラット (雄性) を用いて実験










Fig.7. Behavioral Responses to Fear Stress using EPM Test in 
5-HTergic Lesioned Male Rats  
(A) Chemical lesion of pretreatment with 5-HT neurotoxin 5,7-DHT (150 
µg/rat, i.c.v.). Control: pretreatment with artificial cerebrospinal fluid (10 
μl/rat, i.c.v.). (B) Electric lesion of the median raphe nucleus (MRN) or 
dorsal raphe nucleus (DRN). Control: sham operation group. Fear-related 
behavior was assessed by measurement of open arm entries. Each column 
shows the % of open arm entries. Data are expressed the mean ± SEM. The 
numbers of rats tested are shown within each column. *p<0.05. 
 20 
 
1 – 2 文脈的恐怖条件付け (contextual fear conditioning: CFC) 試験 
1 – 2 – (1)  CFC 試験における情動ストレス応答の性差 
CFC 試験を用い, 恐怖記憶に基づいた情動行動の性差について検討
した．Fig.5 に示した実験プロトコールに従い, FS 負荷直後ならびに負
荷 24 時間後にラットを FS-box へ再曝露 (CFC, retention period) した際
のすくみ行動を測定した．FS 負荷直後の Post FS (acquisition period) で
はすくみ行動発現率に性差は見られなかった．一方，  CFC (retention 
period) では雌性ラットのすくみ行動発現率は雄性ラットに比べ有意に





Fig.8. Behavioral Responses to Fear Stress Based on Contextual Fear 
Conditioning (CFC) Paradigm in Male and Female Rats 
Fear-related behavior was assessed by measurement of freezing which was 
determined immediately after footshock (FS) conditioning (acquisition 
period) (A) and during exposure to CFC (retention period) (B). Each value 
represents the mean ± SEM. The numbers of rats tested are shown within 




1 – 2 – (2)  CFC 試験における情動ストレス応答へのセロトニン作動性 
神経擾乱の影響 
恐怖記憶に基づいた情動応答における 5-HT作動性神経系の関与を明
らかにするため，5-HT 作動性神経擾乱ラット (雄性) を用いて実験を
行った．結果 1-1-(2)で示したように，EPM 試験において背側縫線核破
壊群ではなく正中縫線核破壊群が低不安様状態を示したことから，本項
では正中縫線核破壊群についてのみ検討した．FS 負荷 24 時間後の
FS-boxへの再曝露 (CFC, retention period) では 5,7-DHT処置群のすくみ
行動発現率は偽処置群に比べ著しく減少した (Fig.9A)．また正中縫線核
破壊群も偽手術群より有意に低いすくみ行動発現率を示した (Fig.9B)．
なお，FS 負荷直後の Post FS (acquisition period) ではすくみ行動発現率
に各群間で有意差は認められなかった (データ未掲載)． 
 
Fig.9. Behavioral Responses to Fear Stress Based on Contextual Fear 
Conditioning (CFC) Paradigm in 5-HTergic Lesioned Male Rats 
(A) Chemical lesion of pretreatment with 5-HT neurotoxin 5,7-DHT (150 
µg/rat, i.c.v.). Control: pretreatment with artificial cerebrospinal fluid (10 
μl/rat, i.c.v.). (B) Electric lesion of the median raphe nucleus (MRN). 
Control: sham operation group. Fear-related behavior was assessed by 
measurement of freezing during CFC (retention period). Data are expressed 




2 神経化学的検討 (脳内微小透析法) 
2 – 1 細胞外セロトニン濃度に対する CFC の影響と性差 
CFCによる海馬 5-HT遊離量の変動における性差について脳内微小透
析法を用いて検討した．雄性ラットでは FS 負荷 24 時間後の再曝露 
(CFC) により，細胞外 5-HT 濃度は対照群に比べて約 1.5 倍上昇し，そ
の後徐々に基礎値まで低下した．CFC 開始直後 60 分間を AUC で表す
と，細胞外 5-HT 濃度は対照群に比べ有意な上昇を示した (Fig.10A)．
これに対して，雌性ラットでは CFC により細胞外 5-HT 濃度は上昇せ
ず, 対照群と差がみられなかった (Fig.10B)． 
 
 
Fig.10. Dynamic Changes in Hippocampal 5-HT Levels following 
Contextual Fear Conditioning (CFC) in Male (A) and Female (B) Rats 
Time-course responses (left) and the area under the curve (AUC) (right) of 
extracellular 5-HT levels. Data are expressed as mean ± SEM. The numbers 





2 – 2 細胞外グルタミン酸/GABA 濃度に対する CFC の影響と性差 
5-HT 作動性神経は 5-HT 受容体を介して海馬グルタミン酸ならびに
GABA 遊離量を促進的あるいは抑制的に調節していることが知られて





Fig.11. Dynamic Changes in Hippocampal Glutamate Levels following 
Contextual Fear Conditioning (CFC) in Male (A) and Female (B) Rats 
Time-course responses (left) and the area under the curve (AUC) (right) of 
extracellular glutamate levels. Data are expressed as mean ± SEM. The 





一方，細胞外 GABA 濃度は, 雄性ラットでは CFC により対照群に比
べ有意に上昇した．しかし雌性ラットでは CFC による GABA 濃度の変
化はみられなかった (Fig.12)． 
 
Fig.12. Dynamic Changes in Hippocampal GABA Levels following 
Contextual Fear Conditioning (CFC) in Male (A) and Female (B) Rats 
Time-course responses (left) and the area under the curve (AUC) (right) of 
extracellular GABA levels. Data are expressed as mean ± SEM. The 












3 – 1 縫線核のセロトニン陽性細胞数 
皮質-辺縁系に投射する 5-HT 作動性神経の起始核である正中縫線核 
(MRN) および背側縫線核 (DRN) の 5-HT陽性細胞数を DAB染色法を
用いて計測した．正中縫線核の 5-HT 陽性細胞数は雌性ラットの方が
雄性ラットに比べて有意に高値を示した．一方，背側縫線核に関して
は背側部 (DRD)，腹側部 (DRV)，lateral wing 部 (DRL) のいずれの部
位においても 5-HT 陽性細胞数に性差は認められなかった (Fig.13)． 
 
Fig.13. 5-HT Positive Cells in the Raphe Nuclei of Male and Female 
Rats 
The number of 5-HT positive cells was determined by immunohistochemical 
staining. (A) A low-power photograph of 5-HT immunolabeling in the median 
raphe nucleus (MRN) and dorsal raphe nucleus (DRN), including ventral 
parts (DRV), dorsal parts (DRD) and lateral wings (DRL). (B) Column 
graphs show the number of 5-HT positive cells in the MRN and each area of 
the DRN. Each value represents the mean ± SEM. The numbers of rats 









3 – 2 海馬ならびに縫線核のモノアミン組織量 
海馬と正中縫線核  (MRN) および背側縫線核  (DRN) のノルアドレ






方，背側縫線核の 5-HT 組織量で性差はみられなかった (Table 4)． 
 
Table 4. Monoamine Contents in the Hippocampus and the Raphe 
Nuclei 
   
NA DA 5-HT 
(ng/g wet weight) 
Hippocampus  
M (5) 69.08±4.48 6.86±1.17  5.70±2.02  
F (5) 92.14±10.08  8.62±1.64  14.18±2.36* 
     
MRN  
M (5) 136.15±13.70  21.43±3.56  47.90±3.97  
F (5) 139.84±9.86  23.86±3.14  70.53±7.34* 
     
DRN  
M (4) 241.28±52.41  2.41±0.63  95.48±16.37  
F (4) 258.94±41.40  3.45±0.25  87.89±1.81  
 
Tissue contents of noradrenaline (NA), dopamine (DA) and serotonin (5-HT) 
were determined in male (M) and female (F) rats. Each value represents the 
mean ± SEM. The number of rats used was indicated in the parentheses. 




























































ける CFC 試験では，Post FS (acquisition period) におけるすくみ行動発現率
に性差は認められなかったことや，短期記憶の評価に用いられる Y 字迷路

















縫線核に豊富に存在する 5-HT が自己受容体である 5-HT1A受容体を刺激し，
結果的に海馬での 5-HT 放出を抑制することを示していると考えられる．一




わち，CFC に対する正中縫線核の感受性の性差が，海馬における 5-HT 放出
に影響を与えている可能性が考えられる．  
海馬 CA1 領域の細胞外グルタミン酸濃度は，CFC により雌雄ラット共に
変化しなかった．一方，細胞外 GABA 濃度は 5-HT と同様に雄性ラットにお
いてのみ CFC による上昇が認められた．海馬のグルタミン酸ならびに
GABA 作動性神経は 5-HT受容体を介して促進的あるいは抑制的に調節され










43,46) は GABA 遊離を促進的に調節している (Fig.14)．このこ
とから雄性ラットにおいては，CFC により遊離した内因性 5-HT が 5-HT1A
受容体を介してグルタミン酸遊離に対して抑制的に作用した結果，グルタミ
ン酸濃度に変動がみられなかった可能性が考えられる．GABA 遊離につい
ては，5-HT2 または 5-HT3 受容体が 5-HT1A受容体よりも優位に働き，GABA
遊離に対して促進的に作用したのかもしれない．一方，雌性ラットでは CFC
により 5-HTのみならず細胞外グルタミン酸およびGABA濃度変化は見られ












Fig.14. Modulation of Glutamate and GABA Neurotransmission 
Mediated via 5-HT Receptors in the Hippocampal CA1 Field 
GABA release from inhibitory interneurons is facilitated by 5-HT2 or 5-HT3 
receptors, whereas the release is inhibited by 5-HT1A receptors. Glutamate 
release is negatively regulated via presynaptic 5-HT1A heteroreceptors 
located on glutamatergic nerve terminals. 
modified figure based on reference [42-46]. 
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第 2章 情動ストレス応答の性差と海馬シナプス可塑性の関連性 
 
シナプス可塑性の一つである長期増強 (LTP) 現象とは化学シナプスを高




領域の LTP は，記憶・学習の電気生理学的基盤と考えられている．32,33) LTP
形成は脳由来神経栄養因子 (brain-derived neurotrophic factor: BDNF) により
誘導されることが知られているが，海馬の BDNF 発現量はストレス負荷に
より減少する．64) またストレス応答機構の主軸をなす視床下部‐下垂体‐
副腎軸 (hypothalamic-pituitary-adrenal axis: HPA axis) の賦活化によって分泌
される副腎皮質刺激ホルモン放出ホルモン  (corticotropin-releasing hormone: 
CRH)，副腎皮質刺激ホルモン (adrenocorticotrophic hormone: ACTH) および
コルチコステロンは海馬における LTP 形成に影響をおよぼすことも知られ
ている．65-67) 海馬 CA1 領域の LTP 形成は，生理的ストレスや不安・恐怖な
どの情動ストレスによって影響を受ける．例えば，高所ストレス負荷後では
海馬 CA1 領域の LTP 形成は抑制されるが 68,69) ，新奇環境ストレス負荷後で













第 1 節 実験方法 
 
1 実験動物および飼育条件 
第 1 章第 1 節 1 に準じた． 
 
2 電気生理学的検討 
2 – 1 慢性電極埋め込み方法  
ペントバルビタール (60 mg/kg, i.p.) (共立製薬, 東京) 麻酔下，ブレ
グマとラムダが水平になるようにラットを脳定位固定装置  (SR-6R, 成
茂科学器械研究所, 東京) に固定し頭部皮膚を正中切開後，頭蓋骨を露
出させた．記録電極を右方海馬 CA1 領域 (ブレグマより尾側: 5.0 mm, 
正中より側方: 3.0 mm, 深さ: 1.5～3.0 mm)，刺激電極を右方シャーファ
ー側枝 (ブレグマより尾側: 3.0 mm, 正中より側方: 1.5 mm, 深さ: 2.8 
mm) に挿入した． 
覚醒下用記録電極はエナメル被覆ステンレス製単極電極 (先端径 100 
μm)，覚醒下用刺激電極はエナメル被覆ステンレス製双極張り合わせ電
極 (先端径 200 μm，先端間距離 500 μm) を用いた．ビスを頭蓋骨 2 カ
所に埋め込み，記録電極に付随させた銅線を巻き付けて不関電極および
アースとした．刺激電極を電気刺激装置  (SEN-3401, 日本光電, 東京) 
およびアイソレータ (SS-203, 日本光電, 東京) に接続し，油圧式マイ
クロマニピュレータ (MMO-220A，成茂科学器械研究所, 東京) にて目
的の深度まで挿入した．記録電極は高感度増幅器  (S-0476, 日本光電 , 
東京) に接続した後，シャーファー側枝刺激による海馬 CA1 領域の誘
発集合電位 (population spike amplitudes: PSA) を観察しながら，誘発波
形が観察される深度まで挿入した．刺激強度依存性があることを確認し
た後，超速硬常温重合レジン (ジーシーユニファスト II, ジーシー, 東




2 – 2 誘発集合電位の測定 
覚醒下で実験する場合，ホームケージ内で刺激電極と記録電極にコー
ドを装着して，海馬 CA1 領域の誘発集合電位 (PSA) を測定した．最大
反応が得られる刺激強度を 100%として，20%間隔で PSA を測定し
input-output curve を作製することにより強度依存性を確認した．テスト
刺激として PSA が最大反応の 50%になる刺激強度で 30 秒毎に 250 μsec
の電気刺激を与え，データ解析装置 (Power Lab System, ADInstruments 
Pty. Ltd., NSW, Australia) を用いてアナログ・デジタル変換を行い 7 回
のテスト刺激による加算平均を 5 分毎に記録した．高頻度刺激としてテ
スト刺激と同電流，同持続時間の短形波を高頻度，短時間  (100 Hz: パ
ルス間隔 10 msec で 10 pulses を 10 秒間隔で 10 回) の条件で与えた．高
頻度刺激後，テスト刺激による PSA を 60 分間測定した．実験終了後，
深麻酔し記録電極および刺激電極に直流電流 (900 μA, 30 秒) を流し
て脳を摘出し，電極位置の確認を行った (Fig.15)． 
麻酔下での電気生理学的実験は，ウレタン (1 g/kg，i.p.) (Sigma, MO, 





 正中縫線核 (ブレグマより尾側: 10.3 mm, 正中より側方: 0.1 mm, 深
さ: 8.3 mm, 後方角度: 18°) に双極電極を挿入し，高頻度刺激の 20 分前
から実験終了までの 80分間，刺激強度 100または 300 μA で 30 秒毎に 250 






Fig.15. A Typical Wave-form of an Evoked Potential in the CA1 Field (A) 
and Diagrams Showing Electrode Placements (B) 
(A) The population spike amplitudes (PSA) in the CA1 field was defined as the 
absolute amplitude between the two dotted lines separating the positive line (between 
the P1 and P2 components) and the negative (N) peak. PSA is defined as the absolute 
voltage with a latency of 7-10 ms. (B) Diagrams depicting stimulating electrodes in the 
Schaffer collaterals and the median raphe nucleus (MRN), and a recording electrode 
in the CA1 field. 
 
4 使用薬物 
5-HT1A 受容体部分作動薬タンドスピロン  (tandospirone; 大日本住友
製薬, 東京)，5-HT1A受容体選択的作動薬 8-hydroxy-2-(di-n-propylamino) 
tetralin (8-OH-DPAT; Sigma, MO, USA) ならびに 5-HT1A受容体選択的遮
断薬 WAY-100135 (Tocris, Bristol, UK) を使用した．タンドスピロン (10 
mg/kg, i.p.) および 8-OH-DPAT (0.3あるいは 3 mg/kg, i.p.) は高頻度刺激 




PSA の経時的変化は高頻度刺激直前の値を 100%とし, 百分率で表し
た. また高頻度刺激後 60 分間の PSAについて AUC を算出した. その他
については第 1 章第 1 節 6 に準じた． 
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第 2 節 実験結果 
 
1 電気生理学的検討 
1 – 1 文脈的恐怖条件付けによるシナプス可塑性の変化と性差  
  不安・恐怖ストレスに対するシナプス応答に性差が存在するか否か
を追究するため，海馬 CA1 領域のシナプス可塑性-長期増強 (LTP) 形
成におよぼす文脈的恐怖条件付け  (CFC) の影響について検討した．
対照群では雌雄ラットとも高頻度刺激により LTP が形成された．雄
性ラットでは CFC 後に高頻度刺激を与えると LTP 形成は抑制された 
(Fig.16A)．一方，雌性ラットでは CFC による LTP 形成の抑制はみら
れず LTP が形成された (Fig.16B)． 
 
Fig.16. Effects of CFC on LTP Induction in Male (A) and Female (B) Rats 
under Freely Moving Conditions 
Time-course response (left) and the area under the curve (AUC) (right) of the 
population spike amplitudes (PSA) in the CA1 field following exposure to 
CFC. Control: FS conditioned group without exposure to CFC. Each value 
represents the mean ± SEM. The numbers of rats tested are shown in 




1 – 2 正中縫線核刺激によるシナプス可塑性の変化と性差 
海馬へ投射する 5-HT 作動性神経の起始核である正中縫線核 (MRN)
に対する持続的な電気刺激による，海馬 CA1 領域の LTP 形成におよぼ
す影響を麻酔下で検討した．雄性ラットでは正中縫線核刺激 (100 また
は 300 μA) により，LTP 形成は刺激強度依存的に抑制された (Fig.17A)．雌
性ラットでは，刺激強度 300 μA で正中縫線核を刺激しても LTP 形成の有意
な抑制はみられなかった (Fig.17B)． 
 
Fig.17. Effects of the Median Raphe Nucleus (MRN) Stimulation on LTP 
Induction in the CA1 Field in Male (A) and Female (B) Rats under 
Anesthesia 
Time-course responses (left) and the area under the curve (AUC) of the 
population spike amplitudes (PSA) (right). Electrical stimulation of the MRN 
(100 or 300 μA) was performed 20 min before tetanus and continued until 
the end of the experiment. Control: group without MRN stimulation. Data are 
expressed as mean ± SEM. The numbers of rats tested are shown in 










ラットではタンドスピロン (10 mg/kg, i.p.) 投与により，高頻度刺激後
の LTP 形成が有意に抑制された．しかしながら，雌性ラットではタン
ドスピロンによる LTP 形成抑制はみられなかった (Fig.18)． 
 
Fig.18. Effects of Tandospirone (Tand.: 10 mg/kg, i.p.) on LTP Induction 
in the CA1 Field in Male (A) and Female (B) Rats under Anesthesia 
Time-course responses (left) and the area under the curve (AUC) of the 
population spike amplitude (PSA) (right). Tandospirone was administered 
20 min before tetanus. Control: group without tandospirone administration. 
Data are expressed as mean ± SEM. The numbers of rats tested are shown 








拮抗薬である WAY-100135 を用いて検討した . WAY-100135 (3 mg/kg, 
i.p.) はタンドスピロン (10 mg/kg, i.p.) 投与 20 分前に投与した．その結
果，WAY-100135 前投与によってタンドスピロンによる LTP 形成の抑制
が解除され，LTP が形成された (Fig.19)．なお LTP 形成は WAY-100135 
(3 mg/kg, i.p.) 単独投与による影響を受けなかった (データ未掲載)．以




Fig.19. Effects of Pretreatment with WAY-100135 (WAY: 3 mg/kg, i.p.) on 
Tandospirone (Tand.: 10 mg/kg, i.p.)-induced LTP Suppression in the 
CA1 Field in Male Rats under Anesthesia 
Time-course responses of tetanus-induced LTP in the absence or presence 
of WAY-100135. (left) The area under the curve (AUC) of the population 
spike amplitudes (PSA) (right). WAY-100135 was administered 20 min 
before tandospirone treatment. Control: group without tandospirone and 
WAY-100135 administration. Data are expressed as mean ± SEM. The 











2 – 2 8-OH-DPAT によるシナプス可塑性の変化と性差  
5-HT1A受容体選択的作動薬である 8-OH-DPAT を用い, 5-HT1A受容体
を介したシナプス可塑性の変化に性差が存在する可能性をさらに追究
した．その結果，雄性ラットでは 8-OH-DPAT (0.3 および 3 mg/kg, i.p.)
投与により用量依存的に LTP 形成は抑制された．一方，雌性ラットで
は 8-OH-DPAT を高用量 (3 mg/kg, i.p.) 投与したにもかかわらず，LTP
形成の抑制はみられなかった (Fig.20)． 
 
Fig.20. Effects of 8-OH-DPAT on LTP Induction in the CA1 Field in Male 
(A) and Female (B) Rats under Anesthesia 
Time-course responses (left) and the area under the curve (AUC) of the 
population spike amplitudes (PSA) (right). 8-OH-DPAT was administered 20 
min before tetanus. Control: group without 8-OH-DPAT administration.  
Data are expressed as mean ± SEM. The numbers of rats tested are shown 






第 3 節 考察 
 












Tada らは 70) 雄性ラットの海馬 CA1 領域の錐体ニューロンの自発発火が
CFC により減弱することを報告している．実際，本実験でも CFC により雄
性ラットの誘発集合電位 (PSA) は若干低下する傾向がみられた . しかしな
がら，雌性ラットでは CFCによる PSAの変化は認められなかった (Fig.16)．
したがって，雄性ラットでは CFC によって LTP を誘導するシナプス伝達効
率の閾値が変化し，結果として LTP 形成の抑制を引き起こしていると考え
られる．さらに第 1 章で明らかにしたように，雄性ラットでみられた CFC





































































Fig.21. Hypothesis of the Mechanism of Gender Differences underlying 
Hippocampal Synaptic Plasticity Mediated via 5-HT1A Receptors in 
Response to Fear Stress 
In male rats, stress-induced increases in endogenous 5-HT reduce 
excitatory postsynaptic potentials by eliciting a 5-HT1A receptor-mediated 
increase in potassium conductance. Thus, activation of postsynaptic 5-HT1A 
receptors could impair LTP induction at the NMDA dependent synapse. In 
female rats, due to lack of increases in 5-HT release, and probably due to 
down-regulation of postsynaptic 5-HT1A receptors, LTP suppression did not 





































おいて，2 週齢時では 5-HT によって脱分極が生じるが 3 週齢時では過分極







研究において 3W-FS 群では成熟後，正中縫線核での 5-HT 陽性細胞が減少し
ていることを報告した．47,57) また，雄性ラットでは正中縫線核の 5-HT 陽性
細胞が 2週齢時から 3週齢時にかけて一過性で顕著な成熟を示すのに対して，
雌性ラットでも 3 週齢時に発現のピークを迎えるが，その成熟勾配は雄性ラ
ットに比べて緩やかである．57) このように正中縫線核における 5-HT 陽性細
胞を指標とした 5-HT 作動性神経系の発達・成熟に関しても性差が存在する．
さらに，文脈的恐怖条件付け (CFC) 試験におけるすくみ行動発現率は，雄
性ラットでは 2 週齢時に嫌悪ストレスを与えた群 (2W-FS) で低下するが雌
性ラットでは 3W-FS 群で上昇する．37,57) このように 5-HT 作動性神経系の
発達臨界期である 2～3 週齢時にストレスを与えると成熟期の情動応答が変
容するという我々の実験結果を基にすると，雌性ラットでは 3 週齢時が





















第 1 節 実験方法 
 
1 実験動物および飼育条件 
第 1 章第 1 節 1 に準じた． 
1 - 1 卵巣摘出ラットの作成 
生後 3 週齢 (3W-OVX) または 8 週齢 (8W-OVX) のラットに対し，
ペントバルビタール (60 mg/kg, i.p.) (共立製薬, 東京) 麻酔下にて卵巣








Fig.22. The Genitals in Female Rats 
 
2 行動学的検討 
第 1 章第 1 節 3-2 にしたがって文脈的恐怖条件付け試験を行った． 
 
3 統計処理 
第 1 章第 1 節 6 に準じた． 
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第 2 節 実験結果 
1 文脈的恐怖条件付け試験における情動ストレス応答への卵巣摘出の影響 





Fig.23. Effects of Ovariectomy (OVX) on CFC-induced Freezing 
Behaviors 
Freezing behavior during exposure to CFC (retention period) in OVX rats. 
(A): % of freezing during CFC in OVX at post-natal 3 weeks group. (B): % of 
freezing during CFC in OVX at post-natal 8 weeks group. Data are 
expressed as mean ± SEM. The numbers of rats tested are shown in 


























ホルモンは高架式十時迷路試験 89,90) またはオープンフィールド 試験 91) に
おける不安様行動に影響を与える可能性が報告されている．さらに，
Toufexis らはエストロゲン 受容体作動薬が雌性ラットにおける恐怖条件付

































本章では，縫線核の 5-HT 陽性細胞の発達に関する先行研究 57) から雌性





























































② 神経化学的検討において雄性ラットは文脈的恐怖条件付け  (CFC)













① 雄性ラットでは CFC により海馬 CA1 領域の長期増強 (LTP) 形成が
抑制されたのに対して，雌性ラットでは LTP 形成の抑制は認められ
なかった． 
② 雄性ラットでは正中縫線核刺激により海馬 CA1 領域の LTP 形成が
刺激強度依存的に抑制されたのに対して，雌性ラットでは LTP 形成
の抑制は認められなかった． 
③ 雄性ラットでは 5-HT1A 受容体作動薬であるタンドスピロンまたは
8-OH-DPAT 投与により海馬 CA1 領域の LTP 形成が抑制されたが，
雌性ラットでは LTP 形成の抑制は認められなかった．雄性ラットに
おいてみられたタンドスピロン投与による LTP 形成抑制は 5-HT1A
















の海馬 CA1 領域における細胞外 5-HT および GABA 濃度の変化に性差が認











ら考えられる仮説を Fig.24 に示す． 
 
  
Fig.24. The Hypothesis of the Gender Differences in Expression of 




















の関連も深い．特に，扁桃体基底外側核 (basolateral nucleus of the amygdala: 
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